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ME BRERA (Philosamia cynthia ricina) 司 部 丝 腺 体 在 大 量 合成 丝 蛋白 前 其 中 的 DNA, RNA 
以 及 tRNA 即 开 始 大 量 增加 , 直至 万 麻生 上 簇 。 在 合成 丝 心 蛋白 的 最 正七 时 期 ， 奴 NA4Aa 和 RNAS” & 
量 的 增加 最 为 明显 ， 可 分 别 达到 总 RNA 量 的 37 . 3% 和 33. 592。 这 与 两 氨 酸 和 甘氨酸 在 丝 心 蛋白 中 的 含 
量 ( 分 别 为 各 .2% 和 33.5% AH WK Fro 


转移 核糖 核酸 (tRNA) 的 主要 生物 功能 是 携带 与 转移 氨基 酸 参 与 蛋白 质 的 生物 合成 、 
并 对 基因 的 表达 进行 调节 控制 。 

早 在 1963 年 Ames 等 人 就 曾 讨论 过 tRNA 在 蛋白 质 生 物 合 成 中 的 调节 作用 。1969 
年 Anderson 利用 大 肠 杆菌 蛋白 质 体 外 合成 体系 证 明了 tRNA 的 浓度 可 以 调节 多 肽 合成 
的 速度 。 在 利用 多 聚 尿 苷 酸 的 葵 丙 氨 酸 参 人 系统 里 ， 苯 两 氨 酸 的 参 人 可 以 由 于 RNA. 
的 增加 而 增加 。 他 又 与 Gilbert (1970) 发 现 , 依赖 于 RNA 的 兔 现 织 细胞 体外 系统 中 ， 
血红 蛋白 “ 链 和 有 链 产生 的 比例 依赖 于 所 加 入 的 网 织 细 胞 tRNA 的 浓度 。 因 而 提出 在 细 
i B77 ERR RNA 可 以 在 翻译 水 平 上 对 蛋白 质 的 合成 起 调节 作用 。 还 有 一 些 工作 者 对 
合成 单一 或 少数 几 种 蛋白 质 的 高 度 分 化 的 组 织 和 细胞 进行 了 研究 。 例如 , 免 和 和 牛 的 网 织 
细胞 , 牛 正 在 弯 乳 的 乳腺 , 牛 眼 的 晶状体 以 及 鼠 淋巴 细胞 等 。 发 现 这 些 组 织 和 细胞 所 合成 
蛋白 质 的 氨基 酸 的 组 成 与 tRNA 的 分 布 有 着 密切 关系 (Littauer 等 ，1973)。 

家 和 蛋 后 部 丝 腺 体 是 高 度 分 化 的 组 织 ， 它 合成 单一 的 丝 心 蛋白 。 Chavancy (1975) 
发 现 不 仅 后 部 丝 腺 体 中 接受 不 同 氨基 酸 的 RNA 分 布 与 丝 心 蛋 白 中 的 氨基 酸 的 组 成 有 着 
AKA, MARA RNA 合成 酶 的 分 布 与 丝 心 蛋白 中 的 氨基 酸 的 组 成 也 有 HE. 
例 关系 。 说 明了 tRNA REAM RNA 合成 酶 对 于 蛋白 质 生 物 合成 的 调节 控制 作用 。 
Garel 等 (1976) 还 进一步 表明 RNA 的 调节 控制 作用 主要 是 通过 某 种 同 功 受 体 tRNA 
来 实现 的 。 

和 家 径 一 样 ,万 麻 大 后 部 丝 腺 体 也 是 一 个 高 度 分 化 的 组 织 , 所 合成 的 丝 心 蛋白 的 氨基 
酸 组 成 有 非常 明显 的 特征 , 丙 氨 酸 和 甘氨酸 的 含量 点 76% 以 上 。( 和 家 径 不 同 的 是 丙 氨 
酸 含量 比 甘氨酸 高 o) 这 一 特点 对 研究 RNA 与 蛋白 质 生 物 合成 的 关系 带 来 便利 。 为 了 研 
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究 tRNA 的 结构 与 功能 的 关系 ,本 文 首先 研究 五 龄 苑 麻 蛋 不 同时 期 后 部 丝 腺 RNA, DNA 
以 及 RNA 的 含量 变化 。 
材料 和 方法 

1. BME RR 

ERARA, 中国 农业 科学 院 蚕 业 研究 所 提供 。 HARAAN ANAS TK 
中 ,冷冻 后 立即 解剖 ,取出 后 部 丝 腺 体 、. 中 部 丝 腺 体 以 及 除去 丝 腺 体 和 消化 道 的 蛋 体 ,分 别 
放 人 冰冷 的 1.15% 氯 化 钾 溶液 中 ,一 20°C 冰箱 中 保存 备用 。 

2. 丝 蛋 白 含量 及 其 氨基 酸 组 成 分 析 ( 丝 蛋白 包括 丝 心 蛋 白 和 丝 胶 蛋白 ,下 间 ) 

- 丝 腺 体内 丝 蛋 白 的 剥离 参照 重 松 孟 等 (1962) 的 方法 ， 将 解冻 后 的 丝 腺 体 放 人 0.5% 
三 氯 醋酸 中 , 约 1 一 2 分 钟 后 , 迅速 将 丝 蛋 白 与 腺 体 组 织 剥 离 , 称 丝 蛋白 湿 重 , 然后 110°C 
虚 箱 中 烘 干 恒 重 后 称 干 重 。 

丝 腺 体内 丝 蛋 白 和 划 丝 脱胶 按照 匡 达 人 等 (1963) 的 方法 。 将 剥 出 的 丝 蛋 白 以 及 草 丝 
分 别 加 入 75 倍 体积 蒸馏 水 (V/W) 漫 泡 , 放 人 高 压 消毒 锅 中 , 20 磅 /时 "蒸煮 二 小 时 脱胶 ， 
胶 流 过 滤 后 重复 蒸 者 一 次 。 脱 胶 后 的 蛋白 即 为 丝 心 蛋白 , 干燥 恒 重 后 称 重 。 两 次 脱胶 的 
液体 合并 用 Folin- 酚 试 痢 测定 蛋白 含量 , 即 为 丝 胶 蛋 白 量 , 脱 胶 液 用 乙醇 沉淀 可 得 丝 胶 蛋 
Ho 

上 述 蛋白 用 5.7N 盐酸 110°C 水 解 24 小 时 和 48 小 时 , 样品 蒸 干 去 盐酸 后 , 用 氨基 酸 
自动 分 析 仪 测定 氨基 酸 含量 。 

3. DNA 与 RNA 的 含量 测定 

DNA 和 RNA 按 Schneider (1957) 方 法 抽 提 。 冷 冻 保 存 的 组 织 解冻 , 离心 除去 保存 
R, 加 入 10 RUA RKO (V/W), 再 加 入 50% = AMBER, ERAEN 
10%。 离 心 ,沉淀 用 10% 三 氯 栈 酸 洗涤 三 次 ,再 用 95% 乙醇 洗涤 二 次 后 ,加 入 15 倍 体积 
IN 过 氧 酸 于 4sc 冰箱 中 抽 提 18 小 时 ,离心 取 上 请 液 。 沉 淀 用 上 法 重复 抽 提 二 次 。 合 并 
三 次 上 清 滚 。 用 地 衣 酚 法 测定 RNA 含量 。 沉 淀 部 分 用 2 一 4 倍 体积 IN 过 毛 酸 80°C Hh 
提 30 分 钟 , 离心 取 上 清 滚 。 沉淀 再 用 上 法 抽 提 一 次 , 合并 二 次 上 清 液 , 用 二 茶 胺 法 测定 
DNA 含量 。 

4. tRNA 的 分 离 和 接受 氨基 酸 活力 的 测定 

组 织 中 的 tRNA 参照 Kawakami 等 (1973) 分 离 家 鼻 后 部 丝 腺 体 tRNA 的 方法 提 

取 。 将 低温 保存 的 组 织 解冻 并 滤 去 保存 液 ， 加 入 5 倍 体积 (V/W) 的 0.14M 氯 化 钠 一 0.01M 
PERK, 用 组 织 捣 碎 器 快速 匀 奖 二 分 钟 , 离心 去 沉淀 。 上 清 液 加 等 体积 90% 茶 
酮 后 ,室温 下 充分 搅拌 抽 提 30 分 钟 ,离心 ,取水 相 。 酚 相 再 加 上 述 匀 奖 菩 , 搅 拌 抽 提 离心 。 
两 次 水 相合 并 加 二 借 体 积 95% 乙醇 沉淀 , 冰箱 内 过 夜 。 第 2 天 离心 后 , 沉淀 用 少量 1M 
氧化 钠 深 解 , 离心 , 除去 大 分 子 核酸 ,上 清 液 加 二 倍 体积 95% 乙醇 沉淀 , 离心 ,沉淀 用 少 
量 0.3 M 氧化 钠 一 0.02M Tris-HCl (pH7.6) 深 解 ,然后 对 同一 溶液 透析 过 夜 (更 换 3 次 透 
析 液 )。 透 析 过 的 样品 上 DEAE-Sephadex A-25 CC 型 ,事先 用 0.35M 氯 化 钠 一 0.02M 
Tris-HCl pH7.6 平衡 液 平衡 )。 上 柱 后 ,用 平衡 液 洗 涤 至 流出 波 Azw < 0.050, 再 用 0.8M 
氢化 钠 一 0.03M Tris-HCl pH7.6 洗 脱 。 部 分 收集 器 收集 , 读 Ax 计算 RNA 含量 。 样 品 
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用 乙醇 沉淀 离心 .干燥 ,低温 保存 (以 上 操作 在 冰 浴 或 冰 库 中 进行 )。 

测定 RNA 接受 氨基 酸 活力 的 反应 系统 :200 微 升 反应 液 中 包括 40 微克 分 子 Tris- 
HCl (pH7.5),2 微克 分 子 醋酸 镁 , 2 微克 分 子 2- 纺 基 乙 醇 ,1.5 微克 分 子 ATP，。0.1 一 1Am 
单位 tRNA, 25 BAGH HARE H-HAR (5 微 居 里 ) 和 30 MIT RAM 
RNA 合成 酶 。 反 应 混合 液 37°C 保温 20 分 钟 , 冰 浴 终止 反应 。 反 应 液 定量 点 在 新 华 3 号 
滤纸 片上 , 滤纸 片 用 冰冷 10% =H 15 分 钟 , 再 用 冰冷 5% 三 氢 栈 酸 洗涤 3 次 ， 
每 次 10 分 钟 ,然后 用 乙醇 ;乙醚 (1:1) 和 无 水 乙醚 分 别 洗 一 次 , 红外 灯 烘 干 , 用 NE-8312 
被 体 闪 烁 计数 器 测定 放射 性 强度 ;计算 RNA 接受 丙 氨 酸 或 甘 气 酸 的 活性 。 

1. 五 龄 草 麻 和 居 后 部 丝 腺 体内 丝 蛋 白 含量 的 变化 。 

从 图 1 可 以 看 到 五 龄 莫 麻 和 的 代谢 活动 旺盛 ,生长 发 育 很 快 。 第 6 天 比 第 1 天 体重 
增加 3.5 倍 , 而 后 部 丝 腺 休 增 重 可 达 14 倍 , 后 部 丝 腺 体 从 第 3 天 开始 增 重 明 显 , 这 和 第 3 
天 开始 合成 大 量 丝 蛋 白 有 关 (图 2)。 | | 

BREMRAW“LRAKBALARKES, BST WABE DS 4D PRS 
Biko KLAMCAREHBANRLRK, 其 主要 功能 是 合成 丝 胶 蛋 白 以 及 储存 来 自 
后 部 丝 腺 体 合成 的 丝 心 蛋白 。 但 龙 麻 丢 的 中 部 丝 逐 体 比 后 部 丝 腺 体 要 细 短 得 多 。 它 不 能 





0 2 3 4 5 6 一 
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象 家 彼 那 样 储存 丝 心 蛋 白 , 其 丝 心 蛋白 主要 储存 在 后 部 丝 腺 体 中 。 AHL 6 天 后 部 
丝 腺 体内 的 丝 蛋 白 及 万 麻 彼 草 丝 用 同样 方法 ( 见 材料 和 方法 2) RAB. FED TAT LG 
者 的 丝 心 蛋白 及 丝 胺 蛋白 的 含量 ， 可 见 后 部 丝 腺 体内 的 丝 胶 蛋 白 含 量 只 略 少 于 草 丝 CR 
D.o All, BRE ABRARASRAARAET HAY EARS HARE Ao 


352 B 4 学 报 24 #8 


RI RRERCRASRRRA SEH) 


BRA 6 天 后 腺 体 





草 麻 蚕丝 心 蛋 白 和 丝 胶 蛋 白 的 氨基 酸 组 成 见 表 2。 其 中 丝 心 蛋白 的 丙 氨 酸 含 最为 
43.2%, HRMA EY 335%. SRS (1962) 报道 的 大 致 相同 。 


R2 CRBRHLRONERESACERAR 


ERR eb HA CERO Wi Rie 

实验 信 XR tt 白 ( 文 献 值 ) 蛋白 (实验 信 ) 
HAR 43.20 50.50 32.40 6.10 
HAR 33.50 27 .80 42.80 13.60 
AR 6.30 7.00 14.70 31.20 
酷 氮 酸 5.60 10.70 11.80 2.90 
KAM 3.80 4.50 1.73 15.50 
AAR 2.10 1.74 0.32 4.30 
NAR 1.90 3.81 | 0.90 2.40 
EAR 0.82 1.23 1.74 7.90 
CEE 2 0.58 3.03 1.45 
Wi a 本 0 | 0.55 0.63 1.90 
RAAR 0.42 0.68 0.87 0.90 
RR 0.50 0.50 0.68 0.99 
苏 氮 酸 0.59 0.72 1.15 7.70 
ie a 0.53 0.46 0.45 5.80 
mmm | —- | oa | 415 | 0.76 


2. AREARE RNA 和 DNA 含量 变化 

FL BA AIAN AY TA) Be ESB 2 RK TERA fk RNA 和 DNA 含量 见 表 3. 后 
部 丝 腺 体 DNA 与 RNA 的 含量 均 随时 间 的 增长 而 增加 。 第 6 天 比 第 1 天 DNA 增加 
了 8 倍 ,RNA 增加 了 16 倍 。 比 较 图 2 和 图 3、4, 可 以 明显 看 到 RNA 和 DNA 的 增加 稍 
先 于 蛋白 质 的 大 量 合成 。 这 与 蛋白 质 的 大 量 合成 需要 大 量 的 DNA 复制 以 及 RNA 的 转 
录 是 一 致 的 。 然 而 ,单位 鲜 重组 织 内 的 DNA 与 RNA 含量 从 第 3 天 起 开始 下 降 。 这 由 
于 后 部 丝 腺 体 迅速 增长 , 丝 心 蛋 白 在 其 内 开始 积累 有 关 , 上 述 结果 和 Majima 等 (1975) 用 
家 等 试 验 的 结果 相似 。 

3. 五 龄 范 麻 每 RNA 含量 的 变化 
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HE R Ao 单位 /每 克 后 腺 体 
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五 零 期 时 间 (天 ) 
5 FRR RNA 含量 变化 


Aid MRR EA RNA 的 含量 亦 随 时 间 增 加 而 增加 。 中 NA 含量 的 增加 和 
RNA, DNA 一 样 从 五 龄 初 开始 ， 直 到 昔 麻 鼻 上 簇 结 草 的 前 一 天 蛋白 质 生物 人 台 成 逐步 减 
>, (RNA 含量 有 所 下 降 (图 5)。 

测定 了 五 岭 不 同时 间 萝 麻 乔 后 部 丝 腺 体 RNA 中 的 RNA 和 RNA 的 含量 ， 
发 现 第 1 天 二 者 只 分 别 占 总 RNA 的 6.7 和 6.8%, 但 随 着 蛋白 质 生 物 合成 的 加 快 ,这 二 
种 tRNA 合 量 大 量 增加 ,最 高 可 达 37.3 和 33.5%。 这 个 比例 和 这 二 种 氨基 酸 在 丝 心 蛋白 
中 的 含量 (43.2% 和 33.5%) 有 一 定 的 相应 关系 。 如 果 我 们 把 tRNA 含量 增加 计算 在 内 ， 
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表 3 HME RNA 和 DNA 含量 变化 










A / ERE 





微克 /每 毫克 组 织 微克 /每 毫克 组 织 










9.49 63 0.64 
V3 后 腺 体 17.30 0.93 
V5 后 腺 体 0.53 


0,34 


*V1……V6 分 别 表示 五 龄 第 1 天 至 第 6 ROMERE 


M4 ERARE tRNA^ 和 tRNA” 含量 (%) 





* 同 表 30 
则 tRNA‘? 和 (RNAS 的 绝对 量 第 5 天 比 第 1 天 分 别 增加 30 倍 和 15 倍 。 与 此 同时 的 
中 部 丝 腺 体 及 重 休 的 tRNA‘Y 和 RNA 的 相对 含量 却 远 远 低 于 后 部 丝 腺 体 ， 表明 
tRNA 与 蛋白 质 生 物 合 成 有 关 , 它 能 够 对 蛋白 质 生 物 合 成 起 调控 作用 ,这 和 Garel (1976) 
对 家 重 的 研究 结果 是 符合 的 。 


$ 考 文 献 


EKA 1963 LRA ORR RYH 1; 51 一 6。 
Bt: Z; 竹下 弘 夫 1992 RRRHOMAMEL ere 4As-wiurvIyY=O8RK. AAMADMERTS 


k 6: 46—52, 
桐 村 二 郎 等 1962 MEER LOBRBAROTY WARNET SHR. BERZA AR 又 : 336 一 
40。 


Ames, B, N. and P. E. Hartman. 1963 The histidine operon. in Cold Spring Harbor Symposia on 
Quantitative Biology. 28: 349—656. 

Anderson, W, F. 1969 The effect of tRNA concentration on the rate of protein synthesis, Proc. Natl. 
Acad. Sei. U. S. 62; 566—73. 

Chavancy, G. et al. 1975 Functional adaptation of amimoacyl-tRNA synthetases to fibroin biosynthesis 
in the silkgland of Bombyx mort L. FEBS lett, 49; 380—4. 

Garel, J. P. 1976 Quantitive adaptation of isoacceptor tRNAs to mRNA codons of alanine, glycine, 
and serine. Nature 260: 805—6, 

Gilbert, J. M. and W. F. Anderson. 1970. Cell-free hemoglobin synthesis. II. Characteristics of the 
transfer ribonucleic acid-dependent assay system. J. Biol, Chem. 245. 2342—9. 

Kawakami, M. and K. Shimura. 1973 Fractionation of glycine, alanine and serine transfer ribonucleic 
acids from the silk gland. J. Biochem. 74: 33—40. 

Littauer U. Z. and H. Inouye. 1973 Regulation of tRNA. Ann. Rev, Biochem. 42: 439—70. 

Majima, R. et al, 1975 The biosynthesis of transfer RNA in insects. I. Increase of amino acid 
acceptor activity of specific tRNA’s ulilized for silk protein biosynthesis in the silk gland of 
Bombyx mori. J. Biochem. 78: 391—400. 


4 期 HRS: ARRRRZRABBRAE AS Be 355 





Sehneider, W. C. 1957 Determination of nucleic acids in tissues by pentase analysis, in Methods in 
Enzymology. 3: 680—4. 


CHANGES OF NUCLEIC ACIDS AND SILK PROTEIN CONTENTS IN 
THE POSTERIOR SILKGLAND OF THE ERI-SILKWORM PHILASAMIA 
CYNTHIA RICINA DURING THE FIFTH LARVAL INSTAR 


Gu KIANG-RONG Cao Gone-gm Wane ZHI-HONG 
(Shanghat Institute of Biochemistry, Academia Sinica) 


Before the actual fibroin synthesis occurs, the amounts of DNA, RNA and tRNA 
in the posterior silkgland of the fifth larval instar of Eri-silkworm gradually increase 
until the beginning of spenning. During the period of massive synthesis of fibroin, 
the increasing of tRNA*" and tRNA appears the most prominent, being 37.3% and 
33.5% of the total tRNA respectively. These ratios tend to be correlated with the 
amino acid composition of the synthesized fibroin. 


